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摘   要 
 





病毒毒力的减弱。基于 WSSV 以上的特点，我们收集了 1996 年、1998 年、2000





开放读框(ORF), 扩增相应的 WSSV 基因片段，用点样仪在尼龙膜上进行点样, 
制备成为 DNA 芯片。将 1996 年、1998 年、2000 年和 2002 年收集的感染对虾
分别提取病毒悬液用以感染健康的螯虾。提取这 4 种病毒株的 mRNA 和总 DNA
分别用生物素和地高辛标记后与 DNA 芯片杂交。实验表明绝大多数可预测的
WSSV ORF 在感染的螯虾体内进行了转录表达。1996 年病毒株有着全长基因组
DNA，1998 年和 2000 年病毒株缺失了 wsv493 和 wsv495，2002 年病毒株另外
















 - 2 -
Abstract 
 
White spot syndrome virus (WSSV) is the heaviest pathogen to shrimp culture, 
causing catastrophic economic losses in cultured penaeid shrimp worldwide. 
Prevention and inhibition of WSSV can be difficult due to its extremely virulence and 
a wide host range including most of aquatic crustacean and targets various tissues. 
The pertinent study for import genes may be the most important for WSSV study. To 
obtain variety information of gene transcription, we collectd the WSSV isolates in 
1996，1998，2000 and 2002 respectively, and studied the transcriptional profile of 
WSSV with DNA microarray. 
With the capability and availability of the entire sequence of WSSV genome, 190 
primer pairs were synthesized to amplify each potential WSSV ORF. So PCR 
products by using the complete set of primer pairs were expected to cover the entire 
WSSV genome. The PCR amplified products were spotted onto the nylon membrane 
to generate arrays using SpotBot Personal Microarrayer system. WSSV-free 
crayfishes were infected with the virus inoculum prepared from four WSSV isolates 
prepared in 1996, 1998, 2000 and 2002, respectively. mRNA and genomic DNA of 
WSSV were isolated and labeled with Bio-11-dUTP and DIG-11-dUTP respectively. 
Each labeled probe was hybridized to a microarray. The results indicated the majority 
of the genes were expressed. Genetic analysis revealed that the 1996 WSSV isolate 
has full length genomic DNA, the 1998 and 2000 WSSV isolates having the deletion 
in wsv493 and wsv495, and the 2002 WSSV isolate additionally has the deletion in 
wsv479, wsv482 and wsv489. Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and PCR was performed to validate the microarray results. The results 
confirm the exact position of the unstable region in WSSV and indicate that WSSV in 
China is in a phase of time-dependent genetic evolution with a deletion pattern. 
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1. 前言 
1.1 对虾白斑综合症病毒 









无包涵体；病毒粒子的 外层是由 2 层单位膜组成的囊膜，两层膜之间有较宽阔
的间隙；紧接囊膜向内是核衣壳，病毒的核衣壳结构为螺旋排列的亚单位形成的
圆柱体，螺旋与衣壳长轴垂直，螺距 30nm，衣壳螺旋由籽粒构成，每个籽粒单









































斑综合症病毒 近的分类地位为 Nimaviridae 单型科，Whispovirus 属的单一种。 
研究显示，各地的 WSSV 在基因序列、蛋白构成等方面没有大的差异，电
镜观察来自中国、印度、泰国、美国德州和南加州的对虾 WSSV 以及螯虾 WSSV
在形态上没有差异。Wang[8]等对来自这些区域不同病毒株的纯病毒 DNA 用酶切
和 southern Blot 杂交的方法鉴定分析表明不同的对虾 WSSV 之间没有差异，而
与螯虾 WSSV 相比存在 2.8kb 的差异片断。SDS-PAGE 和 N-末端测序(12AA)表
明，25 kDa (SWISS-PROT accession numbers P82004 即 wsv421，VP28),23 kDa 
(P82005,即 wsv311，VP26) 和 19 kDa (即 wsv414,VP19) 的结构蛋白均有发现，
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WSSV 具有广泛的宿主，包括许多水生甲壳类动物。由于目前野生和养殖的
对虾受 WSSV 感染已相当普遍，难以获得适合实验的材料，且对虾不易在实验
室条件下饲养，又因为淡水螯虾（Procambarus clakii）能被 WSSV 感染，所以
螯虾已被作为替代宿主用于研究工作，并已从其血淋巴中纯化得到大量的病毒粒
子[26]。以螯虾作为感染宿主，病毒呈现类似在对虾体内的病理学特征，感染后




作为 WSSV 研究的实验材料。 
1.2 DNA 芯片技术 
随着科学技术的迅猛发展，生命科学研究正由结构基因组时代逐渐转向功能




学促进会列为 1998 年度自然科学领域十大进展之一的 DNA 芯片技术正是在这
种需求下得到了飞速发展。DNA 芯片技术的诞生，为全面、快速了解基因组信
息必将起到推动作用。 
1.2.1 DNA 芯片技术的概念和原理 
DNA 芯片(DNA chip)有许多同义名词, 又称基因芯片(gene chip), DNA 微阵
列(DNA microarray), DNA 微芯片(DNA microchip), DNA 阵列(DNA array)等, 但
普遍地被称为 DNA chip 或 DNA microarray。虽然“基因芯片”（gene chip）这个
词有时也用，但是 GeneChip 是 Affymetrix 公司基因分析研究用的专利微矩阵，
它能够在一片上摆放多至 400000 个不同的寡核苷酸片段或 10000 个基因的每个
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电荷耦联摄影像机(CCD)等仪器对杂交信号进行生物遗传信息的快速、高效、并
行分析。由于 初用硅芯片作固相支持物, 且在制备过程中运用了计算机芯片的
制备技术, 所以称为 DNA 芯片技术。DNA 芯片技术的核心原理与 Southernblot
相同。但 Southernblot 是将待测样品固定于尼龙膜上, 与一个特定的经标记的
DNA 探针杂交, 每次只能对一个靶序列进行检测; 而 DNA 芯片技术则是将大量




1.2.2 DNA 芯片技术产生的背景和发展现状 
DNA 芯片的理论基础来源于 Ed southern 提出的杂交理论、杂交测序
(sequencing by hybridization，SBH)概念提出之后，美国 Affynetrix 公司于 20 世
纪 90 年代初率先开展了 DNA 芯片的研究[30]，生产出了世界上第一块寡核苷酸
芯片1995年, 美国斯坦福大学P.B.Brown实验室研制成功了第一块以玻璃为载体
的 DNA 芯片[31]。1996 年，AFFYMETRIX 公司登陆纳斯达克随后世界许多国家
和地区都开始进行 DNA 芯片的研制开发。1998 年美国政府正式启动 DNA 芯片
计划，NIH、能源部等政府部门和斯坦福大学、麻省理工学院等均参加了该计划。
2004 年，全球有超过 2000 家公司和实验室从事生物芯片相关研究和产业。众多
DNA 芯片生产企业纷纷加大了资金投入, 已有一批商业化产品问世。目前, 
Affynetrix 公司作为业界的领头羊, 每年投入巨资,并与众多大型制药企业签约合
作, 扩展对 DNA 芯片的研究。同时，Hyseq、Incyte、Nanogem 等一批新兴企业
也加快步伐, 积极运用新技术制造 DNA 芯片，极大地促进了 DNA 芯片研究的发
展。近年, 随着各种相关技术的进步, DNA 芯片技术的应用范围不断扩大, 特别
是在基因表现(gene expression)及基因诊断(gene diagnoses)方面有非常显著的成
果。目前, DNA 芯片技术已成为“后基因组时代”基因功能分析研究的 重要技术
之一。 
1.2.3 DNA 芯片的技术要点 
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目前,常用于 DNA 芯片制作的固相支持物主要包括半导体硅片、普通玻璃
片、尼龙膜、磁珠等基质。它们各有优缺点, 可根据不同的用途及目的选择使用。
用硅片制作的芯片, 其 DNA 探针排列的密度高, 在 1.28cm 芯片上, 可达 40 万点
阵, 检测灵敏度高, 但专一性较差。用玻璃片制作的芯片可用于双色荧光标记杂
交, 便于杂交信号检测, 但其灵敏度低, 而且对玻璃片的处理要求较高。尼龙膜
可用同位素标记检测, 灵敏度高, 专一性好, 但是 DNA 阵列的密度低。以磁珠为
基质制作 DNA 芯片目前正在研究中，技术还不成熟。现在常用的是膜芯片和玻
璃芯片。 




用前加入 0.4N 的 NaOH或 DMSO 或使用一些试剂公司生产的点样缓冲液后用于
点样。膜芯片点样后进行紫外交联后风干或直接高温烘干（120℃为半小时或于







1.2.3.2 DNA 芯片的使用方法 
 mRNA 的提取和标记 
由于所使用的标记物不同, 因而相应的探测方法也各具特色。大多数研究者
使用荧光标记物,本实验使用生物素标记, 联合抗生物素结合物检测 DNA 化学发

















 - 8 -







DNA 芯片[33]。因而许多学者将探测方法加以改进, 并取得较好的效果。 
先提取总 RNA，再从中分离纯化 mRNA。总 RNA 的提取方法可参考《分
子克隆 -实验指南》 [34] 。现在常采用的方法有：（ 1）Acid Guanidinium 
Thiocyanate-Phenol-Chloroform , 即 AGTPC[35]法。AGTPC 法操作烦琐，但提取
效果佳，重复性好；（2）TRIOZOL[36,37,38,39,40]法，是 AGTPC 的商业化改进，但
是各家商品质量差别较大；（3）纤维素柱层析法[41,42,43]，往往对 DNA 的去除效
果较差等。检测是否存在 DNA 污染，可以采用以提取的 RNA 为模板，PCR 扩
增基因组的看家基因或以空白芯片杂交检验。以 Oligo (dT) 偶联的磁珠、纤维素
等是 mRNA 提取 常用的方法。一些著名厂家如 Promega, QIAGEN 等产品均取
得满意的效果[44,45,46,47,48,49]。RNA 质量的检验有以下几个标准，(1) RNA 的
OD260/OD280 比值介于 1.8-2.0 之间；(2) 琼脂糖凝胶电泳显示条带清晰、无降
解；(3) 合成的 cDNA 平均长度应大于 1000bp（指绝大多数生物）； (4) Northern 
blot 实验 100ng 的 mRNA 应检测到看家基因。 
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